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古 市 賢 吾
進行性腎障害を呈す る半月体形成性腎炎 の 発症
･ 進展過程 に は たす単球 ･ マ ク ロ フ ァ
ー ジ活性化 の 機序を解明す る目的
で ラ ッ ト実験半月体形成性糸球体腎炎モ デ ル を 用い て単球
･ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 走化 ･ 活性化因子であ る単球走化活性化因子
帥 O n O Cyte Che m ota c也c and ac也vadngfa cto r/m o n o cyte che moattr acta ntpr ot血 1, M C
肝/M C P-1) の 役割を検討 した ･ ウ イ ス
タ ー ー京都 岬istar-Kyoto, W m) ラ ッ トに少量 の 抗糸球体基底換抗体を投与す
る こ と に よ り, 投 与後6 日目まで に増殖性 ･ 壊
死性糸球体腎炎が惹起 さ れ1 腎炎惹起後2 カ月 で硬化 に至 る腎炎 モ デ ル を作製 し た･ か か る モ デ
ル に お い て 中和活性を有する
抗 ラ ッ ト M C A F/M C P-1 ヤ ギポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗体 (抗 M C A F/M C P-1抗体) は腎炎惹起後3 日 目
･ 6 日 目の 尿 蛋白量 O2･4 ±
6.8m g/dl, 44.8± 7.2m g/dl) を 正 常 レ ベ ル まで に抑制 した (12･9± 3･Omg/dl, 15･4 ± 3･9m g/dl, 正 常
12･5± 1･Omg/dl ;p<
0.001). くわ えて , 腎炎惹超時 に投与 した抗 M C 肝′M C P
-1抗体は E D-1陽性 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ浸潤 肺 M C A F/M C P-1抗体投与
乳 3 日目, 7.2± 0.1/ 糸球体, 6 日目, 9･0土 0･2′糸球体 ; コ ン ト ロ
ー ルIgG投 与群(以下 ･ 対 照群), 3 日目 , 10･1±0･2/ 糸球
体, 6 日臥 11.7 ± 0.4/ 糸球体;それ ぞれ , p< 0･0 1), 半月体形成率(抗M C A F/M C P
-1抗体投与群, 3 日日, 7･0± 1･0 %, 6日
臥 26 ユ± 1.3 %;対照群, 3 日臥 15･･2± 1･0 %, 6 日目 ･ 38･9± 5･5 %;3 日目, p < 0･01, 6 日目･ p< 0･05)を有意に抑制
す
る と 同時に , 上皮細胞足突起の 融合も軽減 した ･ 腎炎惹起時に投与 した抗 M C AF/M C P-1抗体 は 腎炎惹起56日 日の 糸球体硬化
(糸球体硬化ス コ ア , 抗 M C A F/M C P
-1抗体投与猟 0･47± 0･06-;対照群, 0･95± 0･19;p < 0･05), お よ び腎機能低 下(24時間
ク レ アチ ニ ン ク 1)ア ラ ン ス , 抗 M C A F/M C P-1抗体投与群 , 1･23± 0･08ml/ 分;対照軋 0･99±0･10ml/ 分; p
= 0･06 ; 血液尿
素窒素, 抗 M C AF/M C P-1抗体投与群, 2 4･5±2･6m g′dl;対照群, 33･2± 2･Omg′dl ;p< 0･05) を有意に抑制 し た･ 腎炎活動
期に お い て免疫組織学的に M C A F/M CP-1蛋白の 局在を検討 した と こ ろ 糸球体内, 血管内皮細胞, 尿細管上皮細胞 お よ び浸潤
単核球に M C A F/M C P-1の 発現が 確認 さ れ た が , 正 常腎 に は発現を認 めなか っ た ･ E L
ISA法 に よ る尿中M C A F/MC P-1の 検討
で は , 腎 炎発症後3, 6, 14, 56日日の い ずれ に お い て も腎炎発症ラ ッ トの 尿中 M C
A F/M C P-1値は 正 常 ラ ッ トと 比較 して 有意
な増加 を示 し た. こ の うち , 抗 M C A F/M C P-1抗体投与群 で は村照群に比 し尿中M C A F/M C P
-1値が 高 い 傾向を示 した ･ さ ら
に, 腎炎発症後 の M C A F/M C P
-1の 役割 を 明 らか にす る 目的で抗糸球体基底膜抗体投与後7 日目 に抗 M C A F/M C P
-1抗体を初
回ある い は追加投与 した . 腎炎惹起14 日目に お け る評価 で は ! 腎炎惹起時お よ び腎炎発症後7 日目
の 計2回抗 M C A F/M C P-1
抗体を投与 した群 で は , 抗 M C A F/M CPl 抗体を全く投与 しな い 対 照群に比較 して 半月体形成率
は有意 に抑制 さ れ た が , 増殖
細胞核抗原 (prolife rativ e c elln u cle ar antige n, P C N A)･ E D
-1陽性細胞数お よ び 蛋白尿 に は 差を認 め な か っ た (P CN A: 抗
M C A F/M C P-1抗体2回投与軌 3･2± 0･6/ 糸球体;対照群 , 2･3 ± 0･4′糸球体 ; E D-1: 抗 M C A F/M C P
-1抗体2回投与群･
2.9± 0.5/ 糸球体;対照群 , 4.1 士0.6/ 糸球体)･
一 方 , 腎炎発症後 7 日目の み に抗 M C A F/M C P
-1抗 体を 投与 した 群で は 腎炎惹
起1 4日目 にお け るP C N A, E D-1陽性細胞数 は抗 M C A F/M C P
-1抗体を全く投与 しな い 対照群 と比 較 し て 有意 に増加 し た
(P C N A: 7 日目抗 M C A F/M C P-1抗体投与群 , 4･2± 0･3′糸球体 ;対照群 , 2･3士 0･4/ 糸球体 ; p
< 0･01; E D-1: 7 日 目抗
M C A F/M C P-1抗体投与群, 8.1 ± 0･6/ 糸球体;対照群, 4･1士 0･6/ 糸球体; p < 0･0 05)･ 以 上
よ り腎局所 で 産生 さ れ た
M C A F/M C P- 川 腎炎発症早期 に, 単球
･ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 腎局所 へ の 浸潤 ･ 活 性化 を介 して 半月体形成性腎炎の 発症
･ 進展
過程 に重要 な役割 を は た して い る こ と が 推測さ れ た ･ さ ら に ･ 抗 M C A F/M C P
-1抗体投与が腎炎の 進展を抑制 し た こ と よ り ･
今後, MCA F/M C P-1を新 しい 腎 炎の 治療標的分子とする抗ケ モ カ イ ン 療法 が有用で ある こ と が示唆 さ れ る ･
馳 y w o rds cres ce nticglo m e rulo n eph rits,r aPidly pr ogr essiv eglom erulon ephritis, M C A F/M C
P-1,
m o n o cyte/m acrophage, Che m okin e
急速進行性糸球体腎炎は数過な い しは数 カ月 の 橙過で急速 に





で に ウ イ ス タ
ー
ー 京都 (W istar-Kyoto , W K Y) ラ ッ トに少量 の 抗
糸球体基底膿抗体を投与す る こ と に よ り ヒ ト半月体形成性糸球
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半月体形成性腎炎に お け る ケモ カイ ン の 意義
ラ ッ ト実験腎炎で は半月体形成を伴 っ た増殖性 ･ 壊 死性糸球体
病変を認 め る と と もに単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジを中心とする単核
細胞の 腎組織内 へ の 浸潤 を特徴 と し, 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジが
腎炎発症 ･ 進展 に重要 な役割 を は た す と考えら れ て い
▲
る 2). し
か し, 半月体形成性腎炎 の 発症 ･ 進展過程 に お ける単球 t マ ク
ロ フ ァ ー ジの 腎局所 へ の 浸潤 お よ び活性化 の 詳細 な機序は目下
の と ころ不明であ る.
と ころ で , 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 走化を促進 し, 活性化 さ
せ る単球走化活性化因子 (m o n o cyte che m ota ctic a nd a ctivating
fa cto r/m o n o cyte che m o attr actant pr oteiか1, M C A F/M C Pql) は
分子量約8k Da, 76ア ミ ノ 酸か ら成 る塩基性 ･ ヘ パ リ ン 結合性
の サ イ トカ イ ン (ケ モ カ イ ン) で , 種 々 の 増殖因子や サ イ ト カ
イ ン 刺激 に より免疫担当細胞である リ ン パ 球 をは じめ線維芽細
胞, 内皮細胞, 平滑筋細胞, 培養膿瘍細胞 とい っ た種 々 の 細胞
か ら 産生 さ れ る こ と が判明 して い るヰト 5). さ ら に , 腎固有細胞
である メ サ ン ギ ウ ム 細胞ヤ 尿細管上皮 にお い て もイ ン タ ー ロ イ
キ ン (inte rle ukin, II.)-1, 腫瘍壊死因子 仕u m or n e cr o sisfactor,
T N F)- α と い っ た 炎症性 サ イ ト カイ ン を は じめ と した各種刺激
に より M C A F/M C P～1 が産生 され る こ と が 報告 され て お り, 腎
障害 へ の 関与が 推測 され て い る
7)
､ 9)
. 事実, ラ ッ ト抗胸腺細胞
抗体型実験腎炎 に お い て M C A F/M C P-1 の転写お よ び 蛋白 レ ベ
ル で の 発現増強が報告 さ れ, そ の 重要性が指摘 さ れ て い る
1 0)11)
加 えて各種 ヒ ト腎炎に お い て も腎局所で の M C A F/M C P-1発現
が認 め ら れ る と と もに 尿中 M C A F/M C P-1億が 病勢 に
一 致 して
推移 し臨床活動性 の 指標 とな る こ と が 指摘 さ れ て い る
1 2卜 1 4)
しか し, 半月体形成性腎炎の 発症 ･ 進展過程 にお る 単球 ▲ マ ク
ロ フ ァ ー ジの 浸潤 ･ 活性化 に は たす M C A F/M C P-1の 役割 は未
だ十分 に は解明され て い な い . そ こで , か か る腎炎に お ける単
球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジの 浸潤 ･ 活性化 に は た すM C A F/M C P-1 の
役割を明 らか にす る 目 的で W K Y ラッ ト に半月体形成性糸球体
腎炎 を 作製 し , 腎 に お け る M C A F/M C P- 1 発 現 と 抗
M C A F/M C P-1抗体投与 に よる効果を検討 した .
対象お よ び方法
Ⅰ. ラ ッ ト M C A F/M C P-1 なら び に抗 M C A F/M C P- 1抗体
の 精製
チ ロ シ ン プ ロ モ ー タ ー と pel B遺伝子
1 5)を含ん だpS C F V-1ベ
ク タ ー を 用 い て 大腸菌 に ラ ッ トM CAF/M C P-1を発現さ せ た .
ラ ッ トM C A F/M C P-1 cDN A16)は 7) ポ多糖 (1ipopolys a ccharide)
で 刺激 し た ラ ッ ト脾 臓細胞 か ら R N A を抽出 し逆転写-P C R
(r e v er s etra n s criptio n-P C R) 法に て増幅 した 後, H B lOl大腸菌
に導入 し, 3一 イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 M 9培地で37 ℃, 24時間培
養 した . 培養上 清を4600回転で 10分遠心 し, 沈殿を25 % しょ
糖含有10m M トリス 塩酸緩衝液(pIi7.5) で 2回洗浄 した . 上浦
は 酢 酸 で pH 5.0 に調 製 し , ヘ パ リ ン ア ガ ロ
ー ス ゲ ル
(P ha r m a cia-Biote ch, Up psala,Sw ede n) で 泳動 し, 1 M塩化ナ ト
リ ウ ム 含 有0.02 M リン 酸 ナ トリ ウム 綾衝液 (pI17.5) で 溶出 し
た. 溶出液は さ ら
■
にF P L C シス テ ム (Phar m a cia-Biote ch)の ス ー
パ ー ロ ー ス 12 ゲル 濾過 カ ラ ム を通 し, 0.02 M リン酸 ナ トリ ウム
緩衝液 bH7.5) で 濾過 した. 試料は Pha rm aCia-u 岱 ポン プ2248
シス テム の ヘ パ リ ン カ ラ ム CrS K Hepa rin-5 P W,To soh, 東京) を
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用 い , 塩 化 ナ ト リ ウ ム 膿度 に 0 ～ 1 Mの 濃 度勾配を つ けた
0.02 M リン 酸ナ トリ ウ ム 綬衝液 bH7.5) ヤ溶出 した . 得 られ た
試科内の M C A F/M C P-1はS D S-P A G E解析 に よ っ て 同定 した .
最 終 的 に 得 ら れ た サ ン プ ル は ア ミ ノ 酸 分析 に よ り ,
M C A F/M CPpl と同定 した5)16)
ヤ ギお よ び ウ サ ギを用い た抗M C A F/M C P-1抗体 は組換え ラ
ッ ト M C A F/M C P-1をそ れ ぞ れ に繰り返 し免疫 して得 た. 免疫
動物 お よ び 正 常動物 か ら血清 を得 た 後プ ロ テ イ ン A カ ラム
(Pharm a ciかBiotech)を用い てIgG分画 を精製 した .
Ⅰ . 単球走化活性ならびに杭 M C A町M C P-1｢抗体中和活性の
測定
組換 ラ ッ トM C A F/Mc p-1の 活性 は M atsu shim aら
6)の 報告に
従 っ て ラ ッ トの 末梢単球を用 い て測定 した . 8 〃m の孔を有す
る ポ リ ビ ニ ー ル ポ リ カ ー ポ ネ ー ト膜で 隔て ら れ た容器の ｣ 一 方に
単 球を; 他 方 に 組換え ラ ッ ト M C A F/M C P- 1 お よ び抗
M C AF/M C P-1抗体を入れ , 37℃ , 90分 間反応 させ た.一反応後
に ポリ ビ ニ ー ル ポ リ カ ⊥ ボネ ー ト膜 をメ タ ノー - ル で 固定 し, ギ
ム ザ 染色後に膜 に接着し た細胞数を数え走化活性 と した.
■
さ ら
に, 各濃度の 抗 M C A F/M C P-1抗体を用 い て中和活性 を検討 し
た .
Ⅱ . 抗ラ ッ ト糸球体基底膜抗体の精製
ラ ッ ト糸球体基底膜 はKrako w erと Gr e e n spo nら
17)の 方法に
従 っ て分離 した . 得られ た糸球体基底膜を日本白色家兎の 皮下
に 数回免疫 した . 得 られ た血 清 は正常 ラ ッ トの 糸球体基底膜 に
沿 っ て線状 に沈着す る ことを間接免疫蛍光抗体法で確認 し, 以
下 の 実験 に用い た . 非特異的な抗体 を除去す る ため に ウサ ギ血
清をラ ッ ト赤血 球お よ びウ サ ギ肝粉末に より吸収 し た, 抗 糸球
体基底膜抗体は使用前に56 ℃ に加熱 し補体を非働化 した .
Ⅳ . 坑糸球体基底膜抗体型腎炎モ デ ル の 作製
実験1 と して, 12過齢の 雄W X Y ラッ ト(日本チ ャ ー ル ス ･ リ
バ ー
, 東京)を用い , 通常固形飼料(オ リ エ ン タ ル 酵母, 束京),
自由飲水 で飼育 し た. W E Y ラッ トに抗糸球体基底膜抗体 を含
む血 清0.1mlを投与する こ と に より抗糸球体基底膜抗体塑腎炎
を作梨 し0 日 目と した. こ の 際抗 M C A F/M C P-1抗体(以 下抗体
投与群) ま た は正 常ヤ ギIgG (以 下 対照群)それ ぞ れ2,5mg を生
理 食塩水0.5ml に溶解 して静脈内に投与 し た . 1 グル ー プ各6匹
と し腎炎惹起3, 6, 14 およ び56日 目 に屠殺 し, 血清 な ら び に
腎組織を得た . こ の 際, 代謝 ゲ
ー ジで 腎炎惹起前お よ び屠殺前
に24時間蓄尿 し た.
実験2 と して , 腎炎発症後 の 抗 M C A F/M C P-1抗体の 効果を
確認する目的 で 実験1 と同様 に抗糸球体基底膜抗体型腎炎 を作
製 し, 0 およ び7日 目に抗 MCA F/M C P-1抗体を投与す る2回
与群と腎炎惹起7 日 目の み に 抗 M C A F/M C P-1抗体 を投与す る
後期投与群を作製 した . 対照群に は抗糸球体基底映抗体型腎炎
を作製 し, 0 お よ び7 日目に 正 常ヤ ギIgG を投与 し た . い ず れ
の 群も腎炎惹起14 日 目 に屠殺 し実験1 と同様 の 検討 を行 っ た .
Ⅴ . 組織学的棉討
1. 光学顕微鏡に よ る検討
腎組織 の 一 部は 10 %ホ ル マ リ ン に て 固定 し パ ラ フ ィ ン に包 捜
し た後, 薄切 し過 ヨ ウ素酸 シ ッ フ (pe riodic a cid Schi#, P A S)
染色 し, 糸球体 に つ い て 組織学的検討を行 っ た . 糸球体内総和
proliferative c elln u clear an馳e n;P D G F, Plateletqderived gr ow也 fa ctor;R A N T E S, r egulatedupon a ctiv atio nin n or mal
T cells expre ss edandse creted;TNF, tu m Or n eCr OSisfa ctor;W K Y, W istar-Kyoto
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胞数 は｢, 10個以上 の 糸 球体 を観察 し糸球体1個当たり の 平均細
胞数 と して 表 し た . 半月体形成率 は30個以 上 の 糸球体を観察
の 上 , 陽性率と して 表 した . 糸球体硬化は m S陽性 メ サ シ ギ ウ
ム 基 質の 糸球体 に占め る 割合が 0 %, 0 か ら25 % 以下 , 25 か ら
50 % 以下 , 50 か ら7 5 % 以 下, 7 5 か ら100-野以下のも の を そ れ
ぞ れ 0,1,2, 3,4 歴と ス コ ア化 し同 一 ス コ ア の糸球体数をそ れ ぞ
れ N O, N l, N 2, N 3, N 4(総数50個) と し, 以 下 の 計 算式に て
糸球体硬化 ス コ ア を得 た
18)
.
糸球体硬化ス コ ア =
(0× NO 十 1×~▲N l+2× N 2+3× N 3+ 4× N 4)/50
2
. 免疫組織化学染色 に よる検討
腎組織の 一 部の 新鮮標本を ドラ イ ア イ ス ･ ア セ ト ン で 冷却 し
た n- ヘ キ サ ン に よ り凍結後, ク1) オス タ ッ トTis su el二ek シス テ
ム (M ile s,~Nape rville, U S A) によ り6FL 血 に薄切 した . 細胞増
殖 の マ ー カ ー と して抗増殖細胞核抗原 brolife rativ e c elln u cle ar
a ntige n, P C N A) 抗体 (Lein c oTe chn ologie sIn cr, St･ Lo uis,
U S A), 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 標識抗体 と して 抗 E D-1抗体
(IgG l, B M A Bio m edic als Ltd. , Switz erla nd), リ ン パ 球の マ ー
カ ー と して抗 C D 8抗体 (IgGl, Ceda rla n e, Onta rio , Ca n ada) を
用 い て各々 免疫組織染色 した . 30個 の 糸球体を観察 し陽性細胞
を糸球体1個当 たり の 平均で表 した . さ ら に , イ ソ シア ン 酸 フ
ル オ レ セ イ ン 標識抗 ウサ ギIgG抗体, 抗 ラ ッ トIgG抗 体, 抗 ラ
ッ トC 3抗体 (Organ o nTekn ika Co rpo ratio n, Bu rliga me, U S A)
に より ウサ ギ 短G, ラ ッ トIgG, C 3の 糸球体へ の 沈着 を0: な
し, 1: 軽度 , 2 : 中等度 , 3 : 高度沈着 の 4段階で半定量的 に
評価 し平均点で表 した .
3∴ 電子顕微鏡 に よ る 観察
腎組織 の 一 部 は2.5 % グル タ ー ル ア ル デ ヒ ドに て 前固定 し,
4 % オス ミ ウ ム 酸 に て 後固定 し た後 , エ ポ ッ ク 812(応研商事,
東京) に包度 し薄切 した . 酢酸 ウ ラ ニ ー ル , ク エ ン 酸鉛 に より
2重染色した後 , 電子顕微鏡(日立H600型, 束京)で 観察 した .
4. MCA F/M C P-1の 免疫組織化学的検討
腎局所 の M C A F/M C P-1発現 は 新鮮凍結切片 に お い て 抗
M C A F/M C P-1抗体を月∃い た 間接 ア ビナ ン ー ビオ チ ン ア)t/ カ 1)
フ ォ ス フ ァ ダ ー ゼ (alk alin e-pho sphata se c o njugatedavidin -biotin
c o mplex m ethod, A B C A P) 法 OTe cta stain A B C-A P kit, Ve cto r
Lab, Bu rlinga m e, U SA)に よ る 免疫組織染色 に て検討 し た
1 3)
.
なお , 内因性ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ダ ー ゼ活性 は レ バ ミ ゾ ー ル 添
加に よ り阻害 した .
Ⅵ . 蚤白尿 , 血 液尿素窒素, ク レ ア チ ニ ン の測定
代謝ゲ ー ジ に て 24時間蕃尿 した 尿 の 一 部を用 い て 200× g,
5分 間, 室温で 遠心 し細胞成分を除去 し た後, 上 演 を - 70 ℃ で
測定まで保存 した . 尿蛋 白濃度 は ピ ロ ガ ロ ー ル レ ッ ド法 に て
測定 した 1
9)
. 尿 蛋白 は24時間排壮量 と して 表 し た . 血 液尿素
窒素 , ク レ ア チ ニ ン は 自動解析機(日立, 東京) に よ っ て 測定
した .
Ⅶ . 尿中 MC朋γMCP･1 の測定
代謝ゲ ー ジ に て 24時間蕃尿 した 尿 の 一 部を用 い て 20 0× g,
5分 間, 室温で 遠心 し細胞成分を除去 し た後, 上 清 を-70℃で
測定まで保存した . 測 定は E u S A法 により行 っ た . 平底 型 マ イ
ク ロプ レ
ー トウ ェ ル (Nu n c, Ro skilde, De n m ark) に抗 ラ ッ ト
M C A F/M C P-1マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を固相化 し , 試料を
加え4 ℃ で一 =晩反応さ せ た . 各ウ ェ ル を洗浄した後, 抗 ラ ッ ト
M C A F/M C P･1 ウサギポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を加えた . 再 度洗浄
の 後, ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標識抗 ウサ ギIgG ヤ ギ抗体を
加え, 1 Mジ ュ タ ノ ー ル ア ミ ン (pH 9.8) に1mg/ml リン 酸p- ニ ト
ロ ブ ェ ニ ー ル を添加 し た基質で発色さ せ た . 発色後, マ ル チ プ
レ イ ト リ ー ダ ー に て吸 光度 (405n m) を測定 し た. な お 測定感
度は40pg/ml であ っ た . 尿 量と あわ せ て 一 日 M C A F/M C P-1排
泄量と して表 した .
Ⅶ【. 統計処理
各群間の 比較は対応の ない t検定, W ilc ox o n符号付き順位和
検定法 お よ び 一 元 配置分散分析 で行 っ た . 危険率 b) が0.05 以
下 をも っ て 有意差 と判定 した . な お , 数値は 平均 士標準誤差で
示 した .
成 績
L 抗M C AIツM C P-1抗体の 走化活性抑制
組換え ラ ッ ト M C A F/M C P-1 は濃度依存性 に単球 に対す る強
い 走化活性 を示 し た (国1). ま た, 抗 M C A F/M C P-1抗体 は濃
度依存性 に組換え ラ ッ ト M C A F/M C P-1 に対す る 中和活性を示
し た. 実際 ヤ ギ 抗 M C A F/M C P-1抗 体 OgG と し て10 0FLg/ml)
は組換えラ ッ ト M C A F/M C P-1 1 0ng/ml(モ ル 比100対1) の 走
化活性を50 %抑制 し たが , 正 常 ヤ ギIgG に は抑制効果 を認 め な
か っ た (図1).
Ⅰ . 抗糸球体基底膜型腎炎の作製
抗 糸球 体 基 底 膜 抗 体 を 投 与 し た 腎炎 ラ ッ ト で は 抗
M C A F/M C P-1抗 体投与群, 対照群 の い ず れ も糸球体基底膜 に
沿 っ た線状 の ウサ ギIgG沈着を認め た . ラ ッ トIgG, C3も同様
の 線状沈着 パ タ ー ン を示 し, 半定量的評価 でも ウサ ギIgG, ラ
ッ トIgG, C 3の 沈 着は い ずれ も両群間に差を認め なか っ た (デ
ー タ省略).
Ⅱ . 抗糸球体基底膜型腎炎惹起時 の抗 M C AⅣM C P- 1抗体単
固投与の効果の検討(実験1)
1
. 光学顕微鏡 に よ る評価
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antibodie sqan e5, 1FLg/ml;1a n e6,10FLg/ml;1an e7,100/∠g
/ml)o r c o ntrolIgG Oan e8,.
100FLg/mi). Afterin c ubatio n,the
n umber of migrated cells w er edete r min ed a sde sc ribedin
Materials and Methods.
AntトM C AF/ 0 0 0 0 1 1 0 1 00
半月体形成性腎炎 にお ける ケ モ カイ ン の 意義
細胞浸潤を認 め た (図 2 C, 表 1).
一 方 , 腎 炎惹起時 , 抗
MC A F/M C P-1抗 体単回投与群 で は過齢, 性別 を ～ 致 させ た正
常ラ ッ ト (図2刃 と 同様 , 糸球体内 へ の 単核球浸潤は軽度であ
り , 管 内増殖 を認 め な か っ た (図2 B). さ ら に, 対照群 で は 腎
炎惹起6 日目 に お い て 著明 な管内増殖 , 壊死性病変, 半月体形
成を生 じた ( 国2 E). 山 方, 半月体形成お よ び壊死 性病変 は腎
炎惹起時の 抗 M C A F/M C P-1抗体単回投与 に よ っ て 著明に 改善
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した (図2 D, 表1). 糸球体内総細胞数 , ま た P C N A, E D-1 お
よ び C D 8陽性細胞数の 検討で は , 対碍群の 腎炎惹起3日目お よ
び 6 日削こお い て糸球体押絵細胞数, P C N A陽性細胞 , E D-1陽
性細胞の い ずれ もが正 常ラ ッ ト に比較 して 増加 して い た (い ず
れ もp< 0 カ1). また , C D 8陽性細胞 は腎炎惹起3 日日 に増加 し
た も の の (p< 0.01), 6 日日 に は 減少 して い た. 一 方 , 糸球体
内総細胞数, P C N A, E D-1陽性細胞数は い ずれ も腎炎惹起時杭
Fig. 2. Light mic r ogr aphs of the r e n al tis s u e s･
Histopathologicale x a min atio n w a spe rfo r m ed u sing P AS-
stain edr en altissu e s obtain ed fro m a n o r m alrat(朗 , nephritic
ratstr e ated with anti-M C A F/M CP-1 antibodie s(B,I)o r with
the c o ntr ol IgG(C,E)o nday3(B, C) and 6(D, E). A汀 O W Sin
pa n els C and Eindicate the e ndo c apillarypr olife ratio n a ndthe
cr e sc e nticform atio n, re SpeCtively. Originalm agni丘c atio nis X
310. Sc alebarindic ate slOFL m ･
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M C A F/M C P-1抗体単回投与 に よ っ て腎炎惹起3日目 , 6 日 目と
もに約30 %抑制 され た ゎ< 0.01)が , C D 8陽性細胞浸潤の 有意
な抑制は認 め ら れ な か っ た (表1). 腎炎惹起14日日 の 検討で は
半月体形成率は腎炎惹起時抗 M C A F/M C P-1抗 体単回投与群で
有意 に抑制 さ れ た が (p< 0.05), 糸球体内絵絹胞致 , P C N A,
･E D-1, C D 8陽性細胞数 は い ず れ に お い て も腎 炎惹起時抗
M C A F/M C P-1抗体単回投与群と対照群 と の 間に 有意差を認め
なか っ た (表1).
2. 電子顕微鏡 に よ る評価
電子顕微鏡観察 に お い て 正常 ラ ッ トで は糸球体基底膜足突起
の 融合 は認 め ら れ なか っ た . 村照群6 日冒に お い て はす べ ての
糸球体基底膜足突起 に融合を認め , と く に浸潤白血球周囲の 糸
球体係蹄壁足突起 に融合を強く認 め た (図3 A). 一 方, 腎炎惹
起時抗 M C A F/M C P-1抗体単回投与群で は糸球体係蹄壁足突起
Tablel･Inhibitio n ofpathologic alchangesin the e arly phas eby anti- MCA F/MC P-l an tibodies
PathologlCalfindings No rm alrat
Day3 Day6 Day1 4
Co ntr oI IgG Anti- MC A F A b Co ntr olIgG Anti- M CA F A b Control IgG Anti- MCA F A b
Cr esc enticfor m atio n% 0
Totalcelln u mber
Ce11s/Blom e rulu s
P CN Aqpositive cells
CeIIs/glo m e ru1 s
E D トpo sitiv e c els
Cels/glo m e rul s
CD8十pOSitiv e cells





.15.2 ±1.0 7.0± 1.O
b)












69.1 ±2.0 47.0±5 .8
a)




1.3 ±0.1 1.3±0.1 0.1 4 ±0.02 0.16± 0.07
Valu es ar eglV e n aS貢士S E M.
Statistic alanalyses arebas ed o n u npairedt
-teSta nd A NOV Atest･
a)P< 0.05, COmParedto c ontroI IgG-tre atedr ats.
b)P< 0.01, C O mParedto c ontr oI IgG-tr eatedrats.
Fig･ 3･ Repre s e ntativ e el ctr o n mic rogr aphs of血e glo m e ruli. Ele ctro n micr ogr aphic ala n alysis w a sperfo r m ed atday60 n the glo m e ru1i
&o m the n eph ritc ratstre ated wi thcontroIIgG GA) o r anti-M C A F/M C P･1a ntibodie s(B). An e xte n siv efusio n of the footpro c e ss es
(ar rO Whe ads)a r o u ndthein古1tr ate41e uko cyte s(asterisks)is obs e rved in A but no tin B. Origin al m agnific atio n X 1500. Sc ale bar













半月体形成性腎炎 にお ける ケ モ カイ ン の 意義
の 融合は軽度であり, こ と に浸潤白血球周囲 にお い て も足突起
の 融合は軽度であ っ た (図3B).
3. M C AF/M C P-1の 発現
腎炎惹起3日目 の 腎局所で の M C A F/M C P-1の 発現を免疫組
織化学的 に評価 し た . M C A F/M C P-1 は糸球体内, 血 管内皮細
胞, 尿細管上皮細胞 お よ び浸潤単核球 に陽性 であっ た (図4乱
さらら;, 免疫組織染色 に用 い た抗 ラ ッ ト M C AF/M C P-1 ウサ ギ
ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 に 対 す る , 過 剰 量 の 組換 え ラ ッ ト
MC A F/M C P-1を用 い た 吸収試験 で は 陽性所見は消失 し, こ の
染色結果 は M C A F/M C P-1に特異的であ る こ とが 判明 した (図
4B). なお 正常 ラ ッ トで は M C A F/M C P-1発現 は陰性であ っ た .
4. 蛋白尿 に対する腎炎惹起時抗 M C A F/M C P-1抗体単回投
与の 効果
正常 ラ ツ･トの 蛋白尿 は 12.5± 1.Omg/日 で あ っ た . 対照群 の 3
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お よ び 6 日日 の 蛋白尿 は著明 に増加 した が (3 日目, 3 2.4±
6.8m g/日 , 6 日臥 44.8± 7.2mg/EI, それ ぞれ , p <0.001),
腎炎惹起時の 抗 M C A F/MCP-1抗 体投与に よ っ て 蛋白尿排泄は
正 常 ラ ッ トの レ ベ ル にま で 著明 に改善 し た (3日 日 , 12.9士
3.Om g/日, 6 日臥 15.4士 3.9皿gノ日 , そ れ ぞ れ, p < 0.00 1)
(国5). 腎炎惹起14 日目の 検討で は抗 M C A F/M C P-1抗体投与
群お よ び対照群 に有意差 を認め なか っ た (抗 M C A F/M C P-1抗
体投与群∴ 賂7 ±24.8mg/日 ;村照群, 59.4 ± 12.9mgノ日).
5. 腎炎惹起時抗 MC A F/M C P-1抗体単固投与 によ る 長期 の
腎機能保持 お よ び糸球体硬化抑制効果
腎炎惹起5 6 日目 の 組織 な ら び に 生 化学的所見を み る と対照
群 で は糸球体硬化ス コ ア0.95± 0.19 と強 い 糸球体硬化を認め た
(図6A, 表2). しか し, 腎 炎惹起時 の 抗 M C A F/M C P-1抗体単
回投与 によ り糸球体硬化は糸球体硬化ス コ ア0.47 ±0. 6 と有意
Fig. 4. Im m u n ohisto chemic ala n alysisfo rthe e xpr e ssio n of M C A F/M C P-1 proteininthe re naltiss u e s･ Im m u n ohisto chemicala n alyse s
werepe rfor m ed o n re n altiss u e s obtain ed fro m n ephritic ratstre ated with c ontr oI IgG o nday 3a sdes cribed in Mate rial and Methods
u singr abbita nti- M C A F/M C P-1 antibodie s with(B)o r witho ut(刃pr e abso rptio n with e x c e ss a m o u nt fr atre c o mbin a ntM C A F/M C P
-1･
血 ro wheadsindic ate M C A F/M C P-1po sitiv e c ells. Aste risksindicate glo m e ru1i. Origin alm agni五c atio n X160･ Scalebarindic ates20,u m ･
Table2 ･lmprove m e ntof laboratorydata andglo nleruloscle rosis





































Fig. 5. E ffe cts of a nti- M C A F/M C P-1 a ntibodie s o n u rin a ry
protein e x c retio n. Re s ults from n o r malrats(欄), n ePh ritc rats
tr e ated･With c o ntr ol IgG (□), a ndtho s etre ated with a nti-
M C A F/M C P-1a ntibodie s(団)ar e sho w n. T he administratio n
Of a nti- M C A F/M C P-1 a ntibodie s m a rkedly de c r ea s ed
protein u riabotho ndays3 and 6(※ ,p< 0.001).
Laboratorydata and
glom erulo s cler osis
A dministration o ndayO
Control IgG Anti- M C A F/M CP-l
Urinary pr otein
mg/24 hr
24 hr Cc r
ml/min
B lo odurea nitr oge n
mg/dl
Glo m er ular scler osi
inde x/glo m erul s
1 7 3.7±2 2.4 63.5 ±3 3.2
il)
0.9 9 ±0.▼10 l.23±0.08b)
3 3.2 ±2.0 24.5±2.6
a)
0.95±0.19 0.4 7 ±0.06
a)
Valu es areglVe n aS丈±SEM .
Statistic al an alys es ar ebased o n unpairedt
-teSt Or W ilc o x o n
Slngn edr ank test.
a)P< 0.05,C O mPared to c o ntrol IgG
-treatedrats･
b)P = 0.06, C O mPared to co ntr ol IgG-tre atedrats ･
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に改善 さ れ た (図6 B, 表2). さ らに 蛋白尿も抗体単回投与に よ
っ て有意 に改善 され た (表2). 対照群で は血 液尿素窒素の 上 昇,
24時 間ク レ ア チ ニ ン クリ ア ラ ン ス の 低下 を認 め た が , 抗体単回
投与 によ っ て 前者 は有意 に低下 し, 後者 は上 昇 の 傾向 を示 し,
腎機能 の 改善が確認され た (表2).
6. 尿中 M C A F/M C P-1の 検討
正 常 ラ ッ トの 尿 中 M C A F/M C P-1濃 度は測定感度以下 で あ っ
た ･ 腎 炎惹起彼 の 尿中 M C A F/M C P-1 は 3日 冒に7 85± 588pg/
日 と増加し, その 後268± 1含7p g/日 へ と減少 した が , 14~日日と
5 6日 日 に 再 び 増加 し た (そ れ ぞれ 3 9 1± 25 0pg/日 , 36 5±
29 2pg/日) (図7). 一 方, 腎 炎惹起時抗 M C A F/MC P-1抗体単回
投与群で は尿中M C A F/M C P-1 は3 日 冒 2374± 715pg/日 , 6日
目 560± 350p g/日 , 14 日 1242± 683p g/日 , 56日 日1611±
1093p gノ日 と 対照群 と同様 の パ タ ー ン を示 した が , い ずれ の 日
にお い て も対照群 より高値 であっ た .
実験1 に おい て 腎炎惹起時 に抗 M C A F/M C P-1抗体を投与す
る こ と に よ り, 腎炎惹起3お よ び 6日 目 の 蛋白尿減少 , 組織学
的改善お よ び 56 日目 の 蛋白尿減少, 腎機能改善, 糸球体硬化
の 減少 が得 られ た . し か し, 腎 炎惹起14日 目 の 蛋白尿 に は有
意差を認め な か っ た . そ こ で, 腎炎惹起 14日 目 の 蛋 白尿減少,
Fig･ 6･ Light micr ogr aphs ofthe re n altiss u e s. Histopath0logic ale x a min atio n w aspe rfbm ed u sing P A S- tain ed r e n altis s u e s obtain ed
h:O m n ephritic r atstre ated with anti-M C A F/M C P-1a ntibodie sGA) or with the c o ntr ol IgG(B)o nday56. Ar ro whe adsin pa n els A and B
r epre s e ntglo m e ru1ar s cle r otic change s･ Origin alm agni丑c atio nis X16 0. Scalebarindic ate s20FL m .
Table 3. Effects ofanti- M C A F/M CP-l a ntibodies administered
after on s et ofnephritis onthe crescenticform atio n o c cu rre nc e
Of E D- 1 and PCN Apositive c ells inglo m erulia nd urin a ry
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Fig. 7. Urin a ry e x c r etio n of M C A F/M C P-1. Re sultsfr o m
n or m alrats (■), nePh ritc ratstre ated with c on trol IgG(□),
and tho setre ated wi th a nti- M C A F/M C F la ntibodie s(囚)ar e
Sho w n. ■Urin a ry e x c r etio n of M C A F/M C P-1 w a s n ot
dete ctablein n o r malrats, wi1e reincre a s ed m arkedlyo nday3
in bothgro up$. Urin a rye x c retio n of M C A F/M CP-1 are m u ch
highe rin r ats tr e ated with anti･MCA F/M CP-1 a ntibodie so n
day3,6, 14and 56a s c o mpared withr atstre ated with c o ntrol
IgG.
A dministr ation
C lin calandpathologlC al
findings
Co ntr ol IgG
*
Anti- M C A F/M C P-l
OndayOa nd 7 0n day7
Cresc e nticform atio n% 69.1 ± 2.0 4 8.0±9.3
u)
6 7.3±3.O
PCN A-pOSitiv ecells 2･3± 0.4 3.2 ±0.6 4,2±0.3
b)
C e11s/glo m er ulus
E D トpositive c e11s 4･1 ± 0.6 2.9±0.5
d) 8.1 ±0.6
C)
C ells/glo m er ulus
Urin ary protein 5 9.4± 1 2.9 5 4.5±18.8 57.3 士5.3
mg/day
* A dminister edo ndayO and7.
Valu es areglV enaS言士S EM .
Statisticala n alyses arebas edo nANO VA test.
a)P< 0.05,C O mParedto contr oI IgG-treatedrats.
b)P< 0.01, CO mParedt o c o ntroIIgG-tre atedrats.
C)P< 0.005,C O mParedto c o ntr ol IgG-tr eatedrats.
d) P< 0.001, CO mPared to tre ated with a nti- M C AF/M CP
- 1
antibodies o nday7.
半月体形成性腎炎 にお ける ケ モ カイ ン の 意義
組織学的改善 を 目的 に実験2 を行 っ た .
Ⅳ . 腎炎発症後の抗 M C A町M C P-1抗体投与の効果(実験 2)
腎炎惹起時お よ び 腎炎発症後7日 目 の 計2回抗 M C A F/M C P-1
抗体を投与 し た2回投与群の 腎炎惹起14日 冒 の 半月体形成率
(48.0± 9.3 %) は対照群(69.1士2.0 %) に比較 して 有意に抑制さ
れた (表3). ま た , 腎炎 発症後7日 日に の み抗 M C A F/M C P-1抗
体を投与 した 後期投与群 で は 半月体形成率は対照群 と同様であ
り抑制は認め ら れ な か っ た .
腎炎惹起14 日 目の 糸球体内の P C N A お よ び E D-1陽性細胞数
は2回投与群 と対照群 と の 間に差を認 め なか っ た . 一 方 , 後期
投与群 で は PC N Aお よ び E D-1陽性細胞数 の い ずれ もが 対照群
に比較 して 有意に増加 した (表3).
腎炎惹起14日 日の 蛋白尿は2回投与群お よ び 後期投与群 でそ
れ ぞ れ54.5± 18.8m g/日 , 47.3± 5.3m g/日で あり , 対照群の
59.4± 12.9m g/日 に比戟 し て 蛋白尿改善効果を認 め な か っ た
(表3).
考 察
こ れ まで 急性期あ る い は活動期に お け る ヒ ト糸球体腎炎お よ
び 実験腎炎 モ デ ル 急性期 に お い て 糸球体 へ の 白血 球浸潤が
観察さ れ , そ の 柄態 に 重要な役割 を は た す こ とが 知 ら れ て い
る
2()い 2)
. さ ら に, 抗Ⅰし1抗体 や抗 T N トα 抗体が か か る 白血球
浸潤を抑制す る こ とが 報告 さ れ て い る が
23)
,
い ずれ の サ イ トカ
イ ン も直接 の 白血 球走化作用 はな く白血球浸潤 には 他の 走化性
因子 の 存在が予測さ れ て い た 24). 一 方 , 培養 メ サ ンギ ウム 細胞 ,
内皮細胞, 浸潤白血球 は い ずれ も単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジの 走化
性因子 である M C A F/M C P-1 を産生 し7卜 9), か つ 生 体 内に お い
て も炎症性 サ イ トカ イ ン (Ⅰし1 や T N F- α) の 発現克進が み ら れ
る 腎炎モ デ ル で 腎固有細胞が M C A F/M C P-1を発現する こ と が
報告さ れ て い る 1()卜 1 2). さ ら に, 本研究 にお い て こ れ ま でIL-1
や T N F- α が 重要 な メ デ イ エ ー タ ー で あ る と判明し て い る W K Y
ラ ッ ト半 月体形成性腎炎 モ デ ル で 糸球体 お よ び 問質細胞 に
M C A F/M C P-1 が発現 し て い る こ と を免疫組織学的 に確認 した .
くわ え て , 抗 M C A F/M C P-1抗体単国投与 によ り E D-1陽性単
球 - マ ク ロ フ ァ ー ジ浸潤 が 約30 %抑制 さ れ た . 以 上の 結 果よ
り本 モ デ ル に お い て も腎局所で 産生 さ れ た M C A F/M C P-1 が
E D-1陽性単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ浸潤 に 重要な役割 を果た し て
い る こ と が 確認 さ れ た . し か し , 今IHlの 抗 M CA F/M C P-1抗体
によ るE D-1陽惟単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ浸潤の 抑制効果は完全
では な か っ た . こ の 点に 閲し , まず 第 一 に抗体投与量が不卜分
であ っ た 可能性 は否定できな い もの の , こ れ ま で報告 され て い
る生 体内で の 中和実験 の 成績 か ら は抗体投与量は†一う}であ っ た
と 考え られ る. と こ ろでIgA免疫複合体肺障害モ デ ル にお い て
も, 抗 M C A F/M C P-1抗体 は単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ浸潤を完全
には 抑制でき なか っ た こ と か ら 25), 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ浸潤
には M C A F/M C P-1の み な らずII;1 や T N F- α で 産生誘導 され る
M C P(m o n o cyte che m o attra cta nt protein)-2, M C P-3, R A N TE S
(regulated upoh a ctiv atio nin n o r m al Tc ells e xpr e s s ed a nd
S eC reted), M IP(m ac rophagein瓜a m m ato ry pr otein)-1 α , M IP-
I
924)と い っ た M C A F/M C P-1以外 の ケ モ カ イ ン の 関与が 予測さ
れ, か か る 分子 の 役割 の 解明が今後の 検討課題 と考えられ た .
抗 M C A F/M C P-1抗体投与は E D-1陽性単球 ･ キク ロ ブ ア ー ジ
夜潤を抑制す る の み な らず3日 お よ び 6日 目 の 糸球体内P C N A
陽性細胞数も減少 させ た . P C N A は細胞周期の G l後期か ら M
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期 に か けて 急激 に産生さ れ る 蛋白で増殖細胞の 指標であり
2 6)
,
E D-1陽性単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジの み な らず27)腎 固有細胞であ
る メ サ ン ギ ウム 細胞や α 平滑筋陽性細胞 にも発現する こ とが 報
告 され て い る 28). 今回観察さ れ た抗 M C A F/M C P-1抗体 によ る
P C N A陽性細胞数の 減少は単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 浸潤 の みな
らずか か る浸潤細胞の 活性化 をも抑制し てい る 可能性を示唆す
る所見と考え られ る . と こ ろ で , 活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジ は ライ
ソ ゾ ー ム 酵素の 分泌や ス ー パ ー オ キ サ イ ドの 産生 24)にく わえて
血 小板由来成長国子(platelet-de riv edgr o w也 血ctor, P D G F) や
塩基性線維芽細胞増殖国子(basicfibrobla st gr o wth fa ctor,
もF G円 とい っ た メ サ ン ギ ウム 細胞増殖因子の 産生 を促進する こ
と が 知ら れ て い る2 7)29). 今 回の 検討 に お い て E D-1陽性あ るい
はP C N A陽性細胞数 にく わえて糸球体内総細胞数も減少 した こ
と は , か か る マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化抑制 に よ る P D G F, b F G F
産生 の 低下 を介し糸球体メ サ ン ギ ウ ム 細胞の 増殖抑制をもた ら
し た 可能性 も考え ら れ る . こ れ ら の 点 か ら 腎 炎初期 の
M C A F/M C P-1を介 した マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化 は これ に引き
続 い て 生 じる 腎固有細胞の 活性化 ･ 増殖 にお い て も重要な因子
であり, か か る M C A F/M C P-1の 抑 制は浸潤細胞 の み な らず腎
炎時の 腎固有細胞の 過度の 増殖抑制にも有効である 可能性 が示
唆 さ れ る.
と ころ で従来本モ デ ル の 特徴と して報告 さ れ て い る2)30) c D 8
陽性 T リン パ 球 の 糸 球体 浸潤 に 関 し て は 対照 群 と 抗
M C A F/M C P-1抗体投与群と の 間に 差を認 め な か っ たこ こ れま
で M C A F/M C P-1の 試験管内にお け る T リン パ 球活性化 が報告
さ れ て い る が
31)
, 今回の 検討か ら は 少なく とも こ の モ デ ル に お
い て は M C A F/M C P-1 はC D 8陽性 リ ン パ 球 の 浸潤 を規定す る主
な因子で な い こ と が推測さ れ た. さ ら に C D 8陽性丁細胞数に 変
化は み ら れな い もの の 蛋白尿の 改善や組織学的な改善が得ら れ
た こ と よ り, こ の W K Y ラッ ト抗 糸球体基底膜抗体型腎炎に お
ける C D 8陽性丁細胞の 役割 に つ い て は さ ら に検討が必要と考 え
られ る .
本研究 にお い て 注月 す べ き結果 は W K Yラ ッ ト杭糸球体基底
暁抗体型腎炎モ デ ル ヘ の 杭 M C A F/M C P-1抗体単回投与によ り,
6 l=1 日 ま での 蛋白尿 を完全に抑制 し, か つ 5 6 [~1 [=二お い て も有
意 に蛋白尿 を改斉 した一むで あ る . 事実, 電j
'
･顕微鏡観察 に お い
ても浸潤細胞周囲 を含む 上皮紺胞足突起の 融合が ほ ほ完仝に抑
制 され て お り抗 M C A F/M C P-1 抗体 によ り 卜皮細胞の 変化が抑
制 され た 可 能性が考 えら れ る . こ の 億序 と し て M C A F/M C P-1
は単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ か らの ラ イ ソ ゾ ー ム 酵素の 分泌や ス ー
パ ー オキ サ イ ドの 塵生 を刺激す る こ と コ4), さ ら に, こ れ ら の 分
泌物は基底膜の 破壊 に加えてl白:接内皮細胞 お よ び と皮細胞を障
害 し 蛋白 尿 を 惹 起 し う る こ と が 報 ㍗ さ れ て お り , ･杭
MCAF/M C P-1抗体は か か る 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化抑
制 を介 して作問L たと推測さ れ る
こi2)
∴ と こ ろ で白血 球浸潤 を伴
う ウサ ギ 急性糸球体腎炎モ デ ル に お い ても抗Ⅰし8抗体が r二皮細
胞の 足突起融合改善 を伴 っ た 蛋白尿減少 を生 じる こ とが 報告さ
れ て お り1!1), か か る 事実 は詳細な機序は不明であるもの の ケモ
カイ ン が 蛋白尿発現機序に直接的ある い は間接的 に深く関与 し
て い る こ と を示すもの と 考え ら れ る . さ ら に腎 炎惹起時の 抗
M C A F/M C P-1抗体単回投与に よ り, こ の モ デ ル で生 じる56日
日の 蛋白尿, 腎機能低下 お よ び糸球体硬化が抑制 され た こと は ,
早期 の マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化抑制 が長期的な腎機能保護をもた
らす点で注目 さ れ る 所見であ る . と こ ろ で 本実験 にお い て14
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日日 の 蛋白尿 は腎炎惹起時 の 抗 M C A F/M C P-1抗体単回投与 に
お い て は抑制 され なか っ たが , 半月体形成率は有意 に改善 さ れ
た. 糸球体障害時 に は残存糸球体 にお い て 過剰濾過が加 わ る事
に よ る蛋白尿増加, メ サ ン ギ ウ ム 細胞障害, 糸球体硬化 が促進
され る. 本実験 に お ける 14日 臼の 半月体形成率 の 改善 に よ り,
その 後の 蛋白尿, 腎機能低下 お よ び糸球体硬化が改善 さ れ る可
能性が推測さ れ る . さ ら に, 持続す る蛋白尿自体あ る い はそ れ
に含 まれ る ア ル ブ ミ ン , 鉄 ･ ト ラ ン ス フ ェ リ ン , リ ボ 蛋乱 補
体 と い っ た 成分が 直接的 にあ る い は , M C A F/M C P-1, エ ン ド
セ リ ン ー1, ト ラ ン ス フ ォ
ー ミ ン グ 成長 因子 (tr a n sfo r ming
gr o wth facto r)T β, 活性 酸素, ライ ソ ゾ ー ム 酵素 な どの 生理 痛
性物質を介 して 糸球体硬化お よ び 問質障害を生 じる こ とが 知 ら
れ る よう に なり 33)34), 蛋 白尿 そ の もの が 腎疾患 の 共通進展因子
であ る と考え る と, 今 回の 結果 は初期 の 蛋白尿の 完全な抑制 が
長期 にわ た る 腎機能保持 に保護的 に作用 した こ と も推測 さ れ
る.
と こ ろ で本研究 に お い て尿中へ の M C A F/M C P-1排 泄 は対照
群 に比 べ て 抗 MCA F/M C P-1抗体投与群で高値 の 傾向を示 した ,
こ の 点に 閲 し腎炎惹起時 に投与さ れ た抗 M C A F/M C P-1抗体 の
血 中半 減期 は 約 1週 間 で あり (結 果未発 表), 初 期 に は
M C A F/M C P-1/ 抗M C A F/M C P-1抗体複合体 が尿中に排壮 さ れ
た も の を測定 し て い る 可 能性 が否定で きない . ま た , 今回 の
E LIS A測定系で は 活性化 M C A F/M C P-1 に加 えN末端 の変化 し
た 活性 の 無 い M C A F/M C P-1
35) を も測定 して い る た め 尿 中
M C A F/M C Pl 値 が腎炎の 強 さ と相関 し なか っ た可能性も否定
できな い . しか しな が ら , 抗M C A F/M C P-1抗体投与に より何
ら か の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク を 介 し 腎 局所 で の
M C A F/M C P-1産生 が増加 した 可能性も推測 さ れ る . 実際, 抗
M C A F/M C P-1抗体 に よ る M C A F/M C P-1の m R N A発現増強も
報告 さ れ て お り
29)
! 生 体 内 で 炎症 早 期 に 産 生 さ れ た
M C A F/M C P-1 が新た な M C A F/M C P-1の 産生を直接あ る い は
間接的に抑制す る よう な機序 があり, 抗 M C A F/M C P-1抗体 が
こ の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク を 抑 制 し た た め む し ろ
M C AF/M CP-1産生 が増強 した 可 能性が考えら れ る . こ の 増 強
さ れた M C A F/M C P-1の 作 札 とく に修復機転 へ の 関与 に 関 し
て は 今後検討す べ き課題 と考えら れ る .
さら に 抗M C A F/M C P-1抗体 を含 め た抗 ケ モ カ イ ン 治療 の 臨
床応用を考える上 で注目す べ き結果は , 14日目 の 組織 に お い て
腎炎惹起時お よ び7 日日 の 計2回抗M C A F/M C P-1抗体を投与 し
て も抗M C A F/M C Pql 抗体 を全く投与 しな い 対照群 に比 し E D-
1, P C N A陽性細胞 の 糸球体内 へ の 浸潤抑制, 蛋白尿減少効果
に差が なか っ た点 と , 7 日目の み の 後期投与で は E D-1, P C N A
陽性細胞 の糸球体内 へ の 浸潤 は む しろ増悪 し た点で ある . こ れ
は杭 M C A F/M C P-1 抗体 を腎炎発症早期 に投与す る こ と が 腎炎
抑制 に非常 に重要である こと を示す所見であり, 腎炎発症早期
の M C A F/M C P-1を介 した単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ浸潤, 活性 化
が 腎炎発症, 進展 に 最も重要な働きを して い る こ とを示唆 して
い る
. 抗糸球体基底膜塑抗体に よ る ラ ッ ト半月体形成性腎炎は
抗糸球体基底膿型抗体投与直後か ら好中球の 浸潤を中心 に腎炎
が惹起 され (第1相), ラ ッ トの 抗体産生, 炎症細胞 の 浸潤 や補
体の活性を介して腎炎が 増強す る (第2相). 7日 日 の み の 抗
MC A F/M C P-1 抗 体後期投与 で は 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 浸
潤 ･ 活性化が抑制され る こ と に よ っ て第2相の 腎炎増強 の時期
が遅れ , 1 4 日冒 に E D･1, P C N A陽性細胞の増加を認 め た 可 能
性 があ る . ま た , 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 浸潤 ･ 活性イいこは
M CP-2, M C P-3, R A N T E S, M IP-1 α , /ヲ な どの 他 の 因子も関
与 して おり , 腎炎発症後に M C A F/M C P-1の 作 用を抑制す る こ
と に よ っ て, こ れ ら単 球 ■ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 浸潤 ■ 活性化 に関
与す る他 の 因子 の 発現増強を誘導 し, E D-1, P C N A陽性細胞の
浸潤を増悪 させ る とも推測 さ れ る .
本研究 にお い て ラ ッ ト半月体形成性腎炎 の 発症 ･ 進展 にお け
る M C A F/M C P-1 を介 し た 腎炎早期の 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジの
浸潤 ･ 活性化 の 重要性 と , 抗 M CAF/M C Pql抗 体 を用 い た抗 ケ
モ カイ ン療法 の 有用性 が証明 され た . こ れ は腎炎 の 適切な時期
に ケ モ カ イ ン で あ る M C A F/M C P-1を特異的に抑制す る こ とで
最大限の 効果 が最小限の 副作用の も とで 得ら れ る可能性を示す
所見と考え られ る . 今後, M C A F/M C P-1 を は じめ と し た ケモ
カ イ ン を標的 と した抗 ケ モ カイ ン 療法が糸球体疾患 の 治療法と
して確立 され る こ と が期待 さ れ る .
結 論
抗糸球体基底膜型抗体を用 い て作製 し た ラ ッ ト半月体形成性
実験腎炎 に抗 ラ ッ トM C A F/M C Ppl ヤ ギ ポ1) クロ ー ナ)L/ 抗体を
投与す る こ と に よ り単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 浸潤 ･ 活性化 に果
たす M C A F/M C P-1の 役割 に つ い て検討 し, 以 下 の 結論をえた.
1
. 腎炎惹起時 の 抗 M C A F/M C P-1 抗体投与 に より, 単球 ･
マ ク ロ フ ァ ー ジ の 浸潤 ･ 活性化が 抑制さ れ, 腎 炎早期 の蛋白尿
の完全 な抑制 と半月体形成 の軽減を認め た .
2. 腎炎惹起時 の 抗 M CA F/M C P-1抗体投与 は腎炎惹起後56
日日の 糸球体硬化を改善 し, 腎機能も保持 し た .
3. 腎炎惹起3 日目の 糸球体 , 血 管内皮細胞 , 尿 細管上皮細
胞 に お い て M C A F/M C P-1発現 が 免疫組織学的に確認 さ れ, 尿
中M C A F/M C P-1の 増加を認 め た .
4. 腎炎惹起時お よ び7 日 日の 計2回の 抗 M C A F/M C P-1抗体
投与 は対照群 と比較 し半月体形成率を抑制 し た が , 蛋白 尿,
E D-1 お よ び P C N A陽性細胞数 に お い て は差を認 め な か っ た .
一 方 , 腎炎発症後7 日日の 抗 M C A F/M C P-1 抗 体投与 に お い て
は 組織学的改善 は なく , か え っ て E D-1 な ら び に P C N A陽性細
胞 の 増加を認め た .
以 上 の 結 果 よ り半月体形成性腎炎 の 発症 ･ 進 展 の 早 期 に
M C A F/M C P-1 を介 した 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ が 重要 な役割 を
は た して お り, 抗 M C A F/M CP-1抗体 は単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ
の 浸潤 ･ 活 性化 の 抑制 に よ り腎障害 を改善す る こ と が 示 さ れ
た .
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